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摘要!目的 探讨喂饲补肾中药大鼠的血清对体外培养的成骨细胞的生物学作用% 方法 在新生 *C 大鼠头颅骨第 ! 代成
骨细胞培养液中加入不同浓度!低&中&高"的中药血清#并与空白组对照#分别观察成骨细胞的增殖&分化和矿化功能%

结果 补肾中药血清具有刺激成骨细胞增殖的作用#可提高碱性磷酸酶活性并增加矿化结节形成的数量%结论 补肾中药

血清具有刺激体外培养的成骨细胞增殖及分化成熟的功能%
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骨质疏松症!\T"已成为老年人生活质量下降的
主要原因之一#研究有效防治骨质疏松的药物一直受
到人类的重视(()% 我们研究的骨灵丸在临床应用收到
了较好的疗效 (!)#为了进一步阐明该药的作用机制#
我们利用该药的中药血清对体外培养的成骨细胞进

行干预#观察细胞的增殖&分化和矿化功能#现报告如
下%

(22材料与方法
(E(22主要试剂
无酚红 CU]U培养基!I73:-2^_M公司"和胎牛

血清!杭州四季青公司"#胰酶!美国 *7KS6公司"#!型
胶原酶!美国 *7KS6 公司"#碱性磷酸酶!FM‘"试剂盒
!*7KS6 公司"%
(E!OO成骨细胞的分离与培养
取出生 !#O>的 *C大鼠的头盖骨!南方医科大学

实验动物中心提供"#充分剥离骨膜#置盛有 CU]U
培养液的小瓶中修整并剪成 (OSS!(OSS 大小的碎

块% 加入 "E(a! 型胶原酶在 &’2"环境中震荡消化
B"2S78#加入等体积的胎牛血清以终止消化% 收集消
化液#在 #!"&(2"""2.bS78 条件下离心 ("2S78 使细胞
沉淀% 弃上清液# 沉淀细胞放置于含 (Bc胎牛血清
CU]U 完全培养基和 ‘]*HG青霉素 (""2QbS9#链霉
素 (""2"KbS9@ 的培养皿内% 并分别以约 !!("#dB!
("#b:S!的密度接种于培养瓶中#加入适量培养液#置
&’!"&ABc湿度&BE"c2=\!的孵育箱中培养% 相差倒
置显微镜下密切观察细胞生长状况#每 !d&21 换新培
养液 (次%细胞长满后传代#使用第 !代细胞进行实验%
(E&22中药血清的提取
补肾中药由鹿茸&骨碎补等组成#砂锅煎至 &""2S9#

)"!"水浴浓缩至 (%"2S9% 设立低!"EB2S9"&中!(E"2S9"&
高!!E"2S9"& 个剂量组及空白对照组!生理盐水"#每
组用 *C大鼠 # 只#灌胃 &21#早晚各 ( 次% 末次灌胃
后 (2> 采血#离心#B%!"水浴 &"2S78 灭活#!!"!"冰箱
保存备用%
(E#22增殖测定
培养成骨细胞以 %!("&b 孔密度接种于 % 孔塑料

培养板#!#2> 后换入含 (Bc中药血清的培养液中#’!2
>后用 UHH 方法在酶标仪上进行测试% 测试条件参
照文献(&)#结果以 CB’"表示%
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图 !""加入补肾中药血清 #$"% 的成骨细胞!&’( 染色"
原放大倍数#!!)*$
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!>?55&’( 测定
加药后 #$5% 吸去培养液" 细胞经 *5!@5A71/625

B,!**溶解液破碎制成细胞悬液"取 *>!598 用对硝基
苯磷酸盐法测各组 &’( 活性% 另取 *>!598 用考马氏
亮蓝法测定蛋白含量 " 以每 93 蛋白中国际单位
&CD93’E76(表示 &’(活性)
!>F55矿化结节形成测定
细胞以 G!!*#密度接种于 !G孔塑料培养板 !直

径 G#599(中"G5H换液 !次) !*5H后换入含 !?I中药
血清的培养液中" 于 !#5H 后加入 !, 磷酸甘油) 用
J?I乙醇原位固定"*>!I茜素红染色 K*5912) 用有格
!*>G599!*>G599(涤纶薄膜贴附于培养板底部"低倍
光镜下作矿化结节计数) 本实验采用双盲法)
!>L55统计学处理
所有结果利用 M(MM!*>*5统计软件进行分析"组

间比较使用 !检验)

G55结果
G>!55对成骨细胞增殖率的影响
不同浓度的中药血清对培养的成骨细胞均显示

增殖刺激作用"低*中*高剂量组的 &?L* 值分别为
*>?JG"*>**$**>LG!"*>*GG**>FGL"*>*!?" 其中中剂量
组的增殖刺激作用较为稳定 !与空白对照组 *>?GL"
*>*G? 相比 "N*>*!("观察成骨细胞呈梭形*三角形"
形态欠规则"胞质丰富!图 !() 各试验组间差异无显
著性!"O*>*?()

G>GP5对 &’( 表达的影响
不同浓度给药组培养 #$5% 后"低*中*高剂量组

的 &’(活性分别为 *>L$*"*>*GJ**>$LF"*>*G?**>LFJ"
*>*K*5CD93’E76"与对照组!*>LKL"*>*?#5CD93’E76(相
比均呈不同程度提高"以中剂量组的作用为明显!与
对照组相比 "N*>*!("组间差异无显著性!"O*>*?()
G>K55对矿化功能的影响

成骨细胞于培养 !#5H 可见矿化结节的形成"茜
素红染色后呈现大小*形态不一的红色阳性结节!图
G() 低*中*高剂量组的矿化结节数分别为 K*$>!"!$>?*
K#*>$"GK>#*KG*>K"G*>!"与对照组的 GJJ>L"G*>? 相比
分别提高 K>KIQ!!>#I" 其中中剂量组与对照组比较
差异有显著性!"N*>*?("组间差异无显著性!"O*>*?()

K55讨论
R. 多见于绝经后妇女和老年人" 主要发病机制

是骨形成与骨吸收失衡" 即破骨细胞骨吸收功能活
跃"而成骨细胞骨形成功能衰退) 应用补肾中药可以
改善 R.患者的临床症状+#"?,) 我们采用中药血清药理
学研究方法"收集达高峰时的血清)此时采集的血清"
应含有该药物的有效成分"它不仅能反映该药物在体
内的真实血药浓度" 而且以此血清进行体外试验"可
排除各种影响的干扰"结果相对可靠)
加入中药血清后结果显示#&!( 成骨细胞增殖率

提高" 观察组的成骨细胞增殖率提高 !G>?IQKF>$I"
以中浓度的作用较为明显%&G(成骨细胞 &’( 活性提
高 J>GIQ!$>$I"以中浓度的表达为明显%&K(促进矿
化结节形成" 观察组的矿化结节数均较对照组增加"
以中浓度组增加明显) &’( 活性的高表达是成骨细
胞分化的早期标志 +F"L,"矿化则是细胞进一步分化成
熟的功能表现)本实验表明补肾中药除对成骨细胞有
刺激增殖作用外" 对 &’( 活性和矿化结节形成也有
较好刺激作用) 说明在促进细胞增殖的同时"也能促
进细胞进一步分化成熟"因而可提高成骨细胞骨形成
的功能)本实验提示各观察组之间对成骨细胞的作用
无明显差异"但存在一种最适浓度"中药血清浓度太
高"不适宜细胞增殖*成熟"太低则起不到作用)
我们已在临床上观察到补肾中药对患者的桡骨

密度等方面有较显著的提高"本实验在细胞水平观察
了其对成骨细胞的直接作用"说明其防治 R. 的作用
机制之一是促进骨形成)

参考文献!
+!, 朱建民"方 浩"陈新刚"等 >5降钙素对体外培养成骨细胞的影响

+S,>5中国骨质疏松杂志455G**!45LTG=<5!#L+J>
U%V5SW45X0235Y45Z%[25B\45#! $%>5]::[;/.56:5;08;1/621256256./[6^80./.P

图 GPP加入补肾中药血清 !#PH
的矿化结节&茜素红染色"原

放大倍数#!#*(
?"=$@ A"6)0-,"B)1 6*1/,)’
-9*6= (5) *’()*+,-’(’

(0)-()1 C"(5 (5) ’)0/9 2*0 %3
1&&81_0712P7[HP./0121234P

67131208P90321:1;0/162<P!#*(

第 !! 期 唐井钢4等>喂饲补肾中药大鼠的血清对成骨细胞的生物学作用 !G#J’ ’



!" #!$%&!!""#$%&’#!#()*+,-,.,)/#01123#450678294:;"
!0" 李 娟#吴启富#刘 毅#等"#骨灵丸治疗原发性骨质疏松症的临床
疗效观察!!""#第一军医大学学报$!#<&.)*#=&>8=+?8@’&ABC&8D&8!E’8
D&8CF8GE+8GE+8HF,%382;;;382;I98JE-->67894:K"

!L" 朱文菁#金慰芳#张丽丽#等"8=MM 法分析培养成骨细胞的存活和
增殖能力!!""8上海医科大学学报382;;N3O00596780N9:4"
P%E8Q!38!&’8Q<38P%F’R8SS38’$ ()" 8@)+8,T8=MM8F))FU8T,.8?+*+.V&:8
’F*&,’8 ,T8 ,)*+,W>F)*)8 A&FW&>&*U8 F’?8 -.,>&T+.F*&,’8 !" #!$%& !!"" 8 !8
J%F’R%F&8=+?8@’&A382;;N3800596780N9:4"

!9" 李 娟#陈晓光#吴启富#等"8骨灵丸对抗维甲酸致骨质疏松作用
的实验研究!!""8第一军医大学学报382;;;382;5L678090:9"
S&8 !3 8$%+’8GX3 8QE8Y<3 8’$ ()" 8ZTT+[*)8,T8X@8S\]X8Q^]O,’O

,)*+,-,.,)&)OWUOA&*FV&’O^OF[&?7 OF’O+_-+.&V+’*F>O)*E?UO!!"" O !O<&.)*O
=&>O=+?O@’&ABC&OD&O!E’OD&OCFOGE+OGE+OHF,3O2;;;3O2;IL‘7O090:9"

!N" 李 娟#陈晓光#吴启富#等 "O骨灵丸防治原发性骨质疏松症的实
验研究!!""O中国中西医结合杂志I$%&’O!O\’*+R.O=+?63O2;;43O24I467O
2aL:9"

!a" <F.>+UO!b3OJ*&>*:$,TT&’ROH"O^-,-*,)&)OVFUO?+*+.V&’+O*%+O.+>+F)+O,TO
)c+>+*F>O F>cF>&’+O -%,)-%F*F)+O F[*&A&*UO T.,VO %EVF’O ,)*+,W>F)*:>&’+O
[+>>)!!""O$F>[&TOM&))E+O\’*3O01123OaKI267O9L:N0"

!4" ]REU+’Od3OY&F’O!!3OH%F*’FRF.ObJ3O’$ ()" OZ’%F’[+?O[+>>OF**F[%V+’*O
F’?O,)*+,W>F)*&[OF[*&A&*UOWUOe:2NO-+-*&?+:[,F*+?OVF*.&_O&’O%U?.,R+>)
!!""OH&,[%+VOH&,)%U)Ob+)O$,VVE’3O011L3OL22I267O24;:Ka"

$责任编辑&杨金星%

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
收稿日期!0119:1N:2a
作者简介 !陈群清 $2;aa:%#男 #博士 #主治医师 #讲师 #电话 101:O
a2a9L04;

胸骨上下段反向"f#型截骨纠治漏斗胸 0例报告
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关键词!漏斗胸)纠治术
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OOOOOOOO漏斗胸是儿童最常见的胸廓畸形$ 近年来我们应用胸骨
上下段反向%f&型截骨纠治 0 例漏斗胸收到良好的效果$

2OO材料与方法
2"2OOO病人资料
例 2!男!K 岁!出生后出现前胸凹陷畸形!逐渐加重!胸骨

下段最明显!稍剧烈活动即感气促$ 凹陷处最大储水量 N1OV>!
心界明显左偏!无心脏杂音!胸片提示胸廓前后径变小!心影

左移!胸骨柄下段内陷!诊断为漏斗胸$ 例 0!男!a 岁!前胸凹
陷畸形!凹陷处最大储水量 LNOV>!心前区可闻及!级收缩期
杂音!心脏受压左移!诊断为漏斗胸$

2"0OO手术方法
两患儿手术方式基本相似$ 患儿气管内全麻!平卧位取胸

骨正中切口!从第 0 肋至剑突下!向两侧分离胸大肌至凹陷边
缘!暴露凹陷胸骨及肋软骨!由于凹陷上缘起自第 LO肋骨水平
胸骨!于此处胸骨前板行%f&型截骨’距胸骨边缘 2O[V!于骨膜

下分离肋软骨并从内上到外下斜形切断(第 Lg4 肋#’切除剑

突!切断胸骨与腹直肌的连接’分离胸骨后粘连!游离畸形段

胸骨(注意保护双侧乳内动静脉#!切断肋间肌’与胸骨下段凹

陷最明显处胸骨后板再做反向%f&型截骨!将两截骨处以 9 根
钢丝上下贯穿固定! 将两侧肋软骨斜形断面内侧端置于外侧

端之上!两断面重叠!21 号丝线缝合固定!从而使畸形胸骨上
抬并变平整$胸骨下段与腹直肌缝合固定$创面用生理盐水冲

洗!并置胸骨后引流管!胸骨前以负压球吸引!两侧胸大肌于

正中缝合$ 术后胸带包扎!L 个月前胸不负重!仰卧睡眠$

0OO结果
患儿病情恢复良好!心脏恢复正常位置!例 0 患儿心脏杂

音消失!无血气胸)无伤口感染等并发症发生$ L 个月后随访!
凹陷畸形消失!无反常呼吸$

LOO讨论
漏斗胸的发病原因尚不明确!可能与胎儿发育障碍)胸骨

肋骨发育异常)膈肌异常)呼吸道狭窄)先天性梅毒感染)后天

性外伤等有关 *2+$ 漏斗胸目前治疗方法较多!但均存在其局

限性 *0+$ 我们采用胸骨上下段反向%f&型截骨纠治漏斗胸!它

有以下优点,"2-胸骨前骨板%f&型截骨!避免了传统的后骨板

截骨加自体骨种植!减少了手术创伤!效果更加可靠’"0-加下
段胸骨后骨板截骨!使最凹陷处变平!较原有手术在外观整形

上更加平整)合理’"L-两侧肋软骨重叠加固!不强调肋骨的对
位!结合上下两处截骨固定!这四点固定使整形后的胸骨更加

稳定!无须传统的胸骨金属支撑物!避免了二次手术取金属支

撑物$ "9-手术操作简单)易行!适合于各种类型的漏斗胸$
美国目前最流行的术式是微创纠治术!如 ]E)) 法等 *L+!由

于其特殊的器械!国内尚未广泛开展$ 国内所采用的漏斗胸的

纠治方法主要是胸骨抬高术!在提高漏斗胸纠治效果的同时!

如何减少手术创伤是我们面临的重要课题!
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